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不 同 产地 浙 贝 母 生 物 碱 含量 及 其 合成 相关 基因 表达 研究 
吴 秋 丽 l, Pel, EAR l, ARR, ETER? EEP” 

(1. 浙 江 万 里 学 院 生 物 技术 研究 所 ， 浙 江 宁波 315100; 2. 浙 江 省 中 药 研究 所 ， 杭 州 310023) 
摘要 : 为 了 探究 浙 贝 母 (Fritillaria thunbergii) 药 效 成 分 积累 量 与 生物 碱 合成 相关 基因 表达 水 平 之 间 的 
关系 ， 该 研究 采用 UPLC-MS、gPCR 技术 分 别 测定 不 同 产地 11 个 样品 中 总 生物 碱 ( 贝 母 素 甲 和 贝 母 素 
乙 之 和 ) 含量 和 3 个 参与 生物 碱 合成 途径 相关 基因 (HMGR、FPS 和 DXR) 的 表达 量 ， 同 时 运用 生物 
统计 学 方法 分 析 成 熟 期 鳞茎 生物 碱 含量 与 各 基因 表达 量 之 间 的 相关 性 。 结 果 表 明 : 不 同 产地 浙 贝 母 成 
熟 期 鳞茎 总 生物 碱 含 量 存在 显著 差异 (P<0.05) ， 为 0.2105% ~ 0.461296. HMGR 和 FPS 基因 在 盛 花 
期 组 织 表 达 、 盛 花期 至 成 熟 期 鳞茎 表达 变化 趋势 同 生 物 碱 含量 变化 趋势 基本 一 致 。DXR 基因 在 成 熟 期 
鳞茎 中 表达 量 最 高 ， 盛 花期 组 织 表 达 、 盛 人 花期 至 成 熟 期 鳞 共 表达 变化 趋势 同 生 物 碱 含量 变化 趋势 大 体 
不 一 致 。4HMGR、FPS 基因 表达 量 分 别 与 贝 母 素 甲 、 贝 母 素 乙 和 总 生物 碱 含 量 呈 显著 或 极 显著 正 相 关 
性 (P«0.05 或 P<0.01) ， 以 FPS 基因 表达 量 与 生物 碱 含量 相关 系数 为 最 高 ， 相 关系 数 分 别 为 0.672， 
0.631, 0.664, DXR 基因 与 生物 碱 含 量 呈 低 度 相 关 性 。 由 此 可 以 推 新 ， 生 物 碱 的 积累 受 MVA 途径 中 
HMGR、FPS 基因 协同 调控 或 者 修饰 作用 明显 ， 受 MEP 途径 中 DXR 基因 调控 作用 不 明显 。 
关键 词 : 浙 贝 母 ， 生物 碱 含 量 ， 生物 碱 合成 相关 基因 ， 基因 表达 ， 相关 性 
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Alkaloid content and synthesis related gene expression of Fritillaria 
thunbergii in different producing areas 
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Abstract: In order to explore the relationship between the accumulation of medicinal components and the 
expression level of alkaloid synthesis related genes in Fritillaria thunbergii, ultra high performance liquid 
chromatography mass spectrometry (UPLC-MS and real-time quantitative PCR ( qPCROtechniques were used 
to determine the total alkaloids (the sum of peimine and peiminine) and the expression level of three genes 
involved in alkaloid synthesis pathway (HMGR, FPS and DXR) in 11 samples from different producing areas. 
Meanwhile, biostatistics was used to analyze the correlation between the alkaloid content of mature bulbs and 
the expression of each gene. The results showed that there were significant differences in total alkaloid 
content of bulbs at maturity stage (P < 0.05), ranging from 0.210546 to 0.461296. The variation trend of the 
expression of HMGR and FPS genes in the tissue of flowering stage and the bulb from flowering stage to 
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maturity stage is basically consistent with the variation trend of alkaloid content. The expression of DXR gene 
was the highest in the bulb at maturity stage, and the change trend of the tissue expression at the flowering 
stage and the bulb expression from the flowering stage to maturity stage was generally inconsistent with the 
change trend of alkaloid content. The expression levels of HMGR and FPS genes were significantly or 
extremely significantly positively correlated with peimine, peiminine and total alkaloid content, respectively 
(P «0.05 or P < 0.01). The coefficients between FPS gene expression and alkaloid content were the highest, 
which were 0.672, 0.631, 0.664, respectively. Meanwhile, the coefficients between DXR gene expression and 
alkaloid content were low. In summary, the date indicates the accumulation of alkaloids is significantly 
regulated or modified by HMGR and FPS genes in the MVA pathway, but not by DXR genes in the MEP 
pathway. 
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浙 贝 母 (Fritillaria thunbergii) 系 百 合 科 、 贝 母 属 中 一 种 多 年 生 草本 植物 ， 其 成 熟 期 干燥 鲜 茎 
药 所 用 ， 性 寒 ， 具 有 清热 润 肺 、 解 毒 散 结 之 效用 。 因 其 原 产 于 浙江 宁波 象山 ， 主 产地 在 浙江 ， 且 
江 省 的 种 植 面积 占 全 国 总 面积 高 达 90%， 故 简称 象 贝 ， 又 称 浙 贝 〈 何 琛 轮 等 ，2018) 。 目 前 ， 市 ] 
的 浙 贝 母 药材 以 人 工 栽 培 为 主 ， 浙 江 省 产 区 主要 集中 在 鄞州 、 开 化 等 地 ， 浙 江 省 附近 一 带 也 有 种 植 ， 
包括 江苏 、 安 徽 和 福建 等 地 (CUI et al.，2018) 。 以 贝 母 素 甲 和 贝 母 素 乙 为 代表 的 省 体 类 生物 碱 是 贝 
母 属 植物 中 特有 的 一 类 次 生 代 谢 产 物 ， 也 是 浙 贝 母 中 特有 的 药 效 成 分 。 据 研究 表明 ， 当 体 类 生物 碱 在 
祛 痰 镇 咳 、 降 压 活血 、 镇 痛 抗 泪 疡 、 抗 炎 抗 氧化 、 抗 肿瘤 等 方面 具有 重要 的 药 用 价值 (LEE et al., 2015; 
TANG etal., 2018; CHEN etal., 2018; RUAN etal., 2016; ZHA etal., 2010) 。 
E 4 2S E 27 t EP 8 442 Ji. E E E EL d 2S E A E 6 p 1 REI nn E P8 898 DL FE 
(IPP) 经 一 系列 酶 催化 形成 生成 (LAULE et al., 2003) . IPP HPR (MVA) 途径 和 2-C- 甲 基 -D- 
赤 藻 糖 醇 -4- 盔 酸 CMEPO 途径 中 间 体 ， 是 参与 省 体 骨 架 合 成 的 主要 途径 ， 这 条 途径 参与 浙 贝 母 省 体 类 
生物 碱 的 合成 (CARDENAS etal., 2016; ZHAO etal., 2018) 。 在 MVA 途径 中 ，3- 羟 基 -3- 甲 基 戊 二 
酰 辅酶 A 还 原 酶 CHMGRO 是 该 途径 的 第 一 限 速 酶 , 参与 催化 3- 羟 基 -3- 甲 基 戊 二 酰 辅酶 A CHMG-CoA) 
生成 甲状 成 酸 这 一 不 可 逆反 应 (KIM et al., 2014) ; 法 尼 基 焦 碰 酸 合 酶 FPS) 是 MVA 途径 中 的 一 个 
关键 酶 ， 其 催化 先 牛 儿 基 焦 磷酸 (GPP〉 生 成 法 尼 基 焦 磷 酸 CFPPO , FPP 是 植物 体内 一 个 重要 的 中 间 
代谢 产物 (DHAR et al., 2013) ; 1- 脱 氧 -D- 木 酮 糖 -5- 磷 酸 还 原 异 构 酶 CDXR) 是 MEP 途径 中 的 重要 
限 速 酶 。 目 前 ， 国 内 外 对 浙 贝 母 当 体 类 生物 碱 的 研究 多 集 于 药 效 成 分 含量 的 测定 、 提 取 纯 化 工艺 研究 、 
药 化 及 药理 活性 分 析 上 ， 对 省 体 类 生物 碱 的 生物 合成 途径 及 合成 途径 中 起 关键 作用 的 酶 的 研究 报道 较 
少 。 因 此 ， 浙 贝 母 生 物 碱 合 成 途径 的 相关 功能 基因 的 进一步 开发 和 利用 受到 了 严重 的 限制 。 
本 研究 对 11 个 不 同 产地 浙 贝 母 盛 花期 茎 、 叶 、 鳞茎 及 成 熟 期 鳞茎 的 生物 碱 ( 贝 母 素 甲 和 贝 母 素 乙 ) 
含量 进行 测定 ， 分 析 不 同 产地 浙 贝 母 生 物 碱 含量 差异 及 HMGR、FPS 和 DXR 基因 表达 量 与 生物 碱 积累 
量 之 间 相 关 性 ， 为 后 续 完 善 浙 贝 母 生 物 碱 合成 途径 提供 基础 数据 ， 也 为 揭示 浙 贝 母 药材 质量 差异 的 分 
子 机 制 英 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

植物 材料 : 以 11 个 不 同 产 地 的 浙 贝 1 号 〈 浙 贝 母 狭 叶 品种 ) 盛 花期 3 个 组 织 部 位 〈 茎 、 叶 和 人 鳞茎) 
以 及 成 熟 期 鳞茎 为 材料 ， 于 2018 年 3 月 中 旬 、5 月 中 旬 采 自 浙 东 宁波 章 水 ， 浙 南 温州 茎 海 ， 浙 西 衢州 
开化 和 丽水 莲 都 ， 浙 北 杭州 淳 安 、 临 安 昌 化 和 余杭 ， 浙 中 金华 婺 城 和 东阳 ， 浙 江 省 临近 省 份 江苏 南通 
和 安徽 六 安 。 不 同 产 地 气象 和 土壤 类 型 基本 情况 见 表 1。 将 新 鲜 采 集 的 一 部 分 材料 清洗 干净 ， 切 片 ， 置 
于 烘箱 中 低温 烘 干 至 恒 重 ,研磨 成 粉 ， 过 65 目 筛 后 用 于 生物 碱 含量 测定 ; 另 一 部 分 材料 经 DEPC 处 理 
水 洗涤 并 分 装 ， 放 入 液 氮 中 速冻 后 贮存 于 -80'C 超 低温 冰箱 以 用 于 后 续 基 因 表 达 量 的 测定 。 
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表 1 不 同 产 地 气象 和 土壤 类 型 基本 情况 


Table 1 Basic situation of meteorological and soil types in different producing area 


产地 宁波 温州 衢州 丽水 杭州 金华 南通 六 安 
Producing area Ningbo Wenzhou Quzhou Lishui Hangzhou Jinhua Nantong Luan 
年 平均 日 照 时 数 


1797.7 1704.7 1809.5 1681.3 1756.3 1886.9 2089.2 2217.5 


Annual average sunshine hours (h) 


年 平均 气温 
16.5 18.1 17.3 18.1 16.5 17.3 15.9 15.6 
Annual average temperature (°C ) 
年 降水 量 
1503 1734.7 1685.5 1381.3 1435 1436.8 1173.2 1145 
Annual precipitation (mm) 
土壤 类 型 
. ZUGE ZUGE ZUGE 红 棕 壤 HERIR 红 黄 壤 EHE 黄 棕 壤 
Soil type 


仪器 与 试剂 : ACQUITY UPLC 系统 (Waters， 美 国 ) ; SYNAPT G2-Si 质谱 仪 (Waters， 美 国 ) ; 
CFX96 荧光 定量 PCR 仪 (Bio-RAD， 美 国 ) ; SQP 电子 分 析 天 平 (Sartorius 公司 ， 德 国 ) 。 氮 水 和 乙 
青 为 色谱 纯 ， 标 准 品 贝 母 素 甲 、 乙 购 于 上 海源 叶 生物 科技 有 限 公 司 ，PCR 引物 由 上 海 生 工 生物 工程 有 
限 公司 合成 。 
1.2 方法 
1.2.1 UPLC-MS 测定 不 同 产地 浙 贝 母 不 同 组 织 中 生物 碱 含 量 
1.2.1.1 色谱 及 质谱 条 件 

色谱 条 件 : 采用 ACQUITY UPLC® BEH Amide (2.1 mmx100 mm, 1.7 um) 色谱 柱 , 流动 相 为 0.1% 
氨水 (A) - 0.196 LH B); 梯度 洗 脱 (0~1.0 min, 3099A—3096A; 1.0-5.5 min, 30%A—5%A; 5.5-5.8 
min, 596A—3096A) ; 流速 为 02 mLemin'; 柱 温 为 30C; 样品 进 样 量 为 2 uL. 

质谱 条 件 : 采用 电 喷 雾 正 离子 源 ES) 检测 模式 ， 贝 母 素 甲 、 贝 母 素 乙 的 离子 质 荷 比 (m/z) 分 
别 为 432.35 和 430.33; 毛细 管 电压 为 3.0 kV， 锥 孔 电 压 为 4.0 V， 离 子 源 温度 为 105C， 去 溶剂 化 温度 
为 300C， 去 溶剂 化 气流 为 800 Leh"， 锥 孔 气流 为 50 Leh. 
1.2.1.2 标准 曲线 绘制 

分 别 精密 称 取 对 照 品 贝 母 素 甲 0.0048 g， 贝 母 素 乙 0.0050 g， 加 甲醇 稀释 至 25 mL 容量 瓶 中 ， 再 用 
甲醇 稀释 成 贝 母 素 甲 96、48、38.4、19.2、9.6 mg'L!, NERZ 100, 50, 40, 20, 10 mg: 的 混合 
对 照 品 溶液 ， 摇 匀 后 过 0.22 um 微 孔 过 滤器 ， 备 用 。 按 “1.2.1.1” 项 色谱 及 质谱 条 件 对 混合 对 照 品 溶液 进 
行 分 析 ， 以 对 照 品质 量 浓度 为 横 坐 标 ， 峰 面积 为 纵 坐 标 ， 建 立 线 性 回归 方程 。 
1.2.1.3 样品 生物 碱 含量 的 提取 及 测定 
生物 碱 提取 参照 Luo 等 (LUO et al., 2018 ) 方 法 基础 上 将 回流 法 改 为 摇 床 震荡 法 (条 件 : 温度 32C; 
时 间 : 12h; 转速 : 120 rpm) 。 按 “1.2.1.1" 项 色谱 及 质谱 条 件 对 11 个 产地 浙 贝 1 号 盛 花期 3 个 组 织 前 
位 、 成 熟 期 鳞茎 生物 碱 〈 贝 母 素 甲 和 贝 母 素 乙 ) 含量 进行 测定 ， 每 个 样 重复 3 次 。 
1.2.2 浙 贝 母 总 RNA 提取 及 反 转 录 

按照 Aidlab EASYspin Plus Complex Plant RNA Kit ERW NRZ, I ZRA RNA. KH 
NanoDropTM 2000 分 光 光 度 计 (Thermo Fisher, USA) 测定 浙 贝 母 不 同 组 织 部 位 总 RNA 浓度 以 及 吸光 
度 比 值 (《Az6owgo 和 Asso p30， ，1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 鉴定 其 完整 性 。 采 用 Vazyme HiScript& II Q RT 
SuperMix for qPCR 试剂 盒 将 总 RNA 逆转 录 合 成 cDNA， 于 -20C 保 存 。 
1.2.3 RIG Æ PCR 

根据 本 课题 组 已 克隆 的 浙 贝 母 HMGR, FPS, DXR 和 f-Actin 基因 序列 采用 Primer Express 3.0 软 
件 设计 并 筛选 出 特异 性 、 稳 定性 、 重 复 性 好 的 引物 用 于 荧光 定量 表达 分 析 ， 惫 选 后 的 引物 见 表 2( 汉 亚 
斌 等 ，2017a; 汉 亚 斌 等 ，2016; 汉 亚 斌 等 ，2017b) . qPCR 反应 体系 为 20 hL， 其 中 包括 : 2xChamQ 
SYBR Color qPCR Master Mix 10 kL、 上 下 游 引 物 各 0.4 pL， 模板 cDNA 0.4 uL, ddH,O 8.8 uL. qPCR 
反应 程序 : 95C 预 变性 30 s; 95C 10 s, 60'C 30s， 重 复 40 个 循环 : PCR 反应 之 后 从 60C 逐 渐 升 温 


一 


201908.00097v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


到 95'C 制 作 溶 解 曲线 ,以 看 家 基因 p-Actin 作为 内 参 基因 ,采用 2^!' 计 算 基因 的 表达 量 (Wu et al., 2015). 
表 2 浙 贝 母 HMGR、FPS 和 DXR 基因 的 实时 荧光 定量 PCR 引物 
Table 2 Real-time fluorescence quantitative PCR primers for HMGR, FPS and DXR genes of Fritillaria 


thunbergii 
EA 正 向 引物 (5 一 :31) 反 向 引物 (5 一 31) 
Gene Forward primer Reverse primer 
HMGR CAGTGGCAATGAAGACGG GAGGCAAATCAGTGGTATGT 
FPS TTTCGCCAGACATCAGCA GGATTTATTCAACGAGGTG 
DXR TGGATCTCGCCTATGCTGCT CCAGCGAAGGATGAACGACC 
f-Actin CATAATCCAGAGCCACATA TGCCAATCTACGAGGGTT 


1.2.4 数据 分 析 
采用 SPSS statistics 21.0 软件 进行 统计 分 析 ， 并 使 用 Excel 2010 绘制 柱状 图 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 产 地 对 浙 贝 母 盛 花期 及 成 熟 期 生物 碱 积 累 量 的 影响 

采用 UPLC-MS 法 测定 11 个 产地 浙 贝 1 号 盛 花期 3 个 组 织 〈 茎 、 叶 和 鳞茎 ) 及 成 熟 期 鲜 茎 中 生物 
碱 〈 贝 母 素 甲 和 贝 母 素 乙 ) 的 含量 ， 结 果 如 图 1 所 示 。 在 11 个 不 同 产 地 浙 贝 1 号 盛 花期 3 个 组 织 部 位 
及 成 熟 期 鳞茎 中 均 仿生 物 碱 ， 不 同 产 地 浙 贝 1 号 盛 花期 同一 组 织 部 位 的 总 生物 碱 合 量 ( 贝 母 素 甲 与 贝 
母 素 乙 含量 之 和 ) 存在 显著 差异 (P<0.05) ， 茎 中 总 生物 碱 含量 最 高 的 为 章 水 ， 叶 中 总 生物 碱 含量 最 
高 的 为 六 安 ， 鳞 茎 中 总 生物 碱 合 量 最 高 的 为 开化 ， 而 叶 中 总 生物 碱 含量 最 低 的 为 淳 安 ， 茎 和 鳞茎 的 总 
生物 碱 含量 最 低 均 为 莲 都 ;不同 产 地 各 组 织 部 位 生物 碱 含 量 存在 相同 的 趋势 ， 其 中 鳞茎 中 总 生物 碱 含 
量 最 高 ， 其 次 为 芭 ， 叶 中 总 生物 碱 含 量 最 低 ; 在 茎 、 叶 和 新 鳞茎 3 个 组 织 部 位 中 ， 除 瓯 海 、 开 化 和 淳 
安 茎 外 ， 贝 母 素 乙 的 含量 均 高 于 贝 母 素 甲 ， 且 此 趋势 在 叶 中 要 明显 高 于 共和 鳞茎 。 
在 11 个 产地 浙 贝 1 号 成 熟 期 新 鳞茎 中 ， 总 生物 碱 含量 存在 显著 差异 (P<0.05， ， 其 中 瓯 海 、 六 
安 产地 浙 贝 母 生 物 碱 含量 较 高 ， 丽 水 、 开 化 、 昌 化 、 南 通 、 婺 城 、 章 水 产地 总 生物 含量 稍 低 ， 淳 安 、 
余杭 、 东 阳 产 地 总 生物 碱 含量 处 于 最 低 水 平 ， 其 贝 母 素 甲 的 含量 均 高 于 贝 母 素 乙 ; 值得 注意 的 是 ， 瓯 
海 和 莲 都 产地 成 熟 期 新 鳞茎 生物 碱 含量 高 于 盛 花 期 新 鳞茎， 但 其 它 9 个 产地 却 呈 现 相 反 的 趋势 。 
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图 1 不 同 产地 浙 贝 母 不 同 组 织 中 生物 碱 含量 
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C. 盛 花期 鳞茎 ，D. 成 熟 期 鳞茎 ; 


不 同 字母 代表 差异 显著 (P<0.05) 。 


Fig.1 Alkaloid content in different tissues of Fritillaria thunbergii from different producing areas 
Note: A. Stems at full bloom; B. Leaves at full bloom; C. Bulbs at full bloom; 
D. Mature bulbs; Different letters indicate significant differences (P 0.05). 


2.2. 不 同 产地 对 浙 贝 母 盛 伦 期 及 成 熟 期 生物 碱 合成 相关 基因 表达 的 影响 
以 11 个 产地 浙 贝 1 号 盛 花期 的 蔡 、 叶 、 鳞 茎 及 成 熟 期 鳞茎 


检测 了 HMGR、FPS 和 DXR 基因 


结果 如 图 2 所 示 。HMGR、FPS 和 DXR 3 
期 鳞 莹 中 均 有 表达 ，HMGR 和 FPS 基因 表达 趋势 大 体 相 同 ， 世 


熟 期 鲜 葵 ， 叶 和 茎 的 表达 量 最 低 ; 


在 不 同 产地 、 不 同 组 织 部 位 、 不 同 发 育 阶段 的 表达 差异 水 平 ， 基 因 表 
基因 在 11 个 不 同 产地 浙 贝 1 号 的 盛 花期 3 个 组 织 部 位 及 成 熟 
其 中 以 盛 花期 鳞茎 中 表达 量 最 高 ， 其 次 成 


为 材料 ， 采 用 实时 交 光 定量 PCR 方法 


DXR 基因 在 成 熟 期 鳞茎 表达 量 


量 最 高 ， 盛 花期 三 个 组 织 部 位 中 的 表达 


趋势 不 同 于 HMGR, FPS 基因 ; 盛 花 期 至 成 熟 期 HMGR、FPS 和 DXR 基因 表达 变化 存在 显著 差异 CP 
<0.05) ， 其 中 ， 葡 海产 地 HMGR、FPS 基因 表达 量 同 时 上 调 ， 


下 调 ， 其 它 9 个 产地 HMGR、FPS 基因 表达 量 


同时 下 调 ， 除 东阳 产地 外 ， 其 它 产 地 DXR 基因 均 上 调 。 


EAr HMGR 基因 上 调 ，FPS 基因 


同时 ， 采 用 Pearson 双 变 量 相 关 性 法 (YONG etal., 20160 对 HMGR、FPS 和 DXR 基因 表达 量 进 


行 相 关 性 分 析 ，HMGR 与 FPS 基 
度 正 相关 性 (P>0.05) 。 


D 基因 表达 量 


DIR gene expre: 


因明 显著 正 相 关 性 (P<0.05) 


FPS 基因 表达 量 


FPS gene expression 
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图 2 不 同 产地 浙 贝 母 生物 碱 合 成 相关 基因 表达 分 析 


注 : 不 同 字母 代表 差异 显 


(P«0.05) 。 


Note: Different letters indicate significant differences (P « 0.05). 


Fig.2 Gene expression analysis of alkaloids related to Fritillaria thunbergii from different producing areas 


2.3 浙 贝 母 生 物 碱 合成 相关 基因 表达 量 与 生物 碱 积 累 量 的 关系 


为 进一步 研究 浙 贝 母 生物 碱 合成 相关 基因 表达 量 与 生物 碱 种 
对 不 同 产 地 浙 贝 1 号 药 用 部 位 成 熟 期 鳞茎 中 HMGR、FPS 和 DXR 基 
生 分 析 ( 表 3) 。 贝 母 素 甲 、 贝 母 素 乙 和 总 生物 碱 含 量 分别 与 HMGR、 


量 相关 性 法 (YONG etal., 2016) 
因 表 达 量 与 生物 碱 含量 进行 相关 + 


只 累 量 之 间 的 关系 ， 采 用 Pearson 双 变 


基因 与 贝 母 素 甲 呈 低 度 负 相关 性 


FPS 基因 表达 量 之 间 呈 显著 或 极 显著 相关 性 , H FPS 基因 与 生物 碱 含 量 相 关 性 要 高 于 HMGR 基因 ; DXR 


C(P«0.05 或 P<0.01) ， 与 贝 母 素 乙 、 总 生物 碱 含 量 呈 低 度 正 相 关 性 


(P>0.05) 。 


36 3 浙 贝 母 成 熟 期 生物 碱 含量 与 HMGR. FPS 和 DXR 基因 表达 量 相关 性 分 析 
Table 3 Analysis of correlation between alkaloid content and expression of HMGR, FPS and DXR genes in 


Fritillaria thunbergii at maturity stage 


项 目 贝 母 素 甲 贝 母 素 乙 总 生物 碱 
Project Peimine Peiminine Total alkaloids 
HMGR 0.490" 0.417" 0.438" 

FPS 0.672" 0.631" 0.664" 

DXR -0.099 0.130 0.025 


ik: RERE, P<0.05; RERE, P- 0.01. 


Note: "correlation is significant, P<0.05; " correlation is extremely significant, P«0.01. 
3 讨论 与 结论 


产地 环境 是 道 地 药材 形成 的 重要 外 在 因素 ， 会 直接 影响 到 道 地 药材 的 生长 发 育 及 其 有 效 成 分 的 形 
成 和 积累 (ZHANG etal., 2016) 。 目 前 ， 有 效 成 分 已 成 为 道 地 药材 品质 评价 的 重要 指标 之 一 〈 谢 彩 香 
等 ，2016) 。 本 研究 发 现 : 不 同 产地 浙 贝 母 盛 花期 不 同 组 织 部 位 生物 碱 含量 均 以 鳞茎 中 最 高 ， 其 次 是 
茎 ， 叶 中 最 低 ， 这 表明 浙 贝 母 生物 碱 分 布 存 在 明显 的 组 织 特异 性 ， 这 与 虎 杖 、 人 参 、 肉 桂 等 中 药材 药 
效 成 分 分 布 具 有 明显 的 组 织 特性 的 结果 相 一 致 〈 于 树 宏 等 ，2006; 李 雁 群 等 ，2018) 。 成 熟 期 鳞茎 的 
总 生物 碱 含量 均 符 合 2015 版 《中 国药 典 》 规 定 的 标准 《含量 >0.080%) ， 而 道 地 产 区 鄞州 章 水 总 生物 
成 含量 处 于 11 个 产地 的 中 下 水 平 ， 这 与 独活 、 丹 参 等 中 药材 研究 结果 不 一 致 ( 胡 太 德 等 ，2015; EN 
宁 等 ，2011) 。 这 一 方面 可 能 是 因为 过 高 的 生物 碱 含 量 对 浙 贝 品质 具有 不 利 影响 ， 会 使 转化 为 生物 碱 
的 初级 代谢 产物 含量 降低 ， 另 一 方面 也 有 可 能 是 因为 浙 贝 母 药 材 化 学 成 分 复杂 ， 包 括 氨基 酸 、 多 糖 
核 苷 酸 、 矿 物质 等 ， 生 物 碱 并 不 是 浙 贝 母 唯一 的 有 效 成 分 ， 并 不 能 准确 判定 其 品质 优 劣 ， 如 人 金银花、 
羌活 等 中 药 质量 等 级 是 由 多 种 物质 的 含量 共同 决定 的 〈 刘 长 河 等 ，2016; HRE, 20160 . DILE. 
莲 都 产地 成 熟 期 鳞茎 生物 碱 含 量 高 于 盛 花 期 新 鳞茎， 这 可 能 是 由 于 浙 贝 母 处 于 快速 生长 期 (3 月 中 旬 -5 
月 中 旬 ) 时 ， 两 个 产地 平均 气温 显著 高 于 其 它 产 地 ， 这 不 利于 鳞茎 体积 增 大 (PAEK etal., 2016; RF 
强 等 ，2008) 。 

随 着 分 子 生物 学 的 深入 发 展 ， 人 们 对 药材 品质 的 关注 也 着 眼 于 药 效 成 分 生物 合成 途径 及 其 相关 酶 
基因 的 研究 。 李 锐 等 (2018) 研究 发 现 ， 卷 叶 贝 母 中 FPS 基因 的 表达 水 平 与 总 生物 碱 含 量 的 变化 趋势 
一 致 。 本 研究 同样 也 发 现 MVA 途径 中 的 HMGR 和 FPS 基因 在 盛 花期 组 织 表 达 、 盛 花期 至 成 熟 期 鳞茎 
表达 变化 趋势 同 生 物 碱 含 量变 化 趋势 基本 一 致 ， 这 表明 HMGR. FPS 基因 上 调 或 下 调 可 能 导致 生物 碱 
合成 量 的 增加 或 减少 。HMGR 和 FPS 基因 之 间 呈 显著 正 相 关 (P-—0.050 ， 表 明 HMGR. FPS 基因 可 
能 以 协同 调控 或 者 修饰 的 方式 来 调控 浙 贝 母 生 物 碱 的 合成 ， 此 外 ， 盛 花期 至 成 熟 期 鳞茎 仅 鞍 都 产地 
HMGR, FPS 基因 表达 量 之 间 呈 相反 趋势 ， 这 可 能 与 生物 碱 代 谢 通路 中 其 它 酶 基因 协同 调控 、 环 境 因 
KAR (ZHAO et al，2018) ; MEP 途径 中 的 DXR 基因 在 成 熟 期 鳞茎 中 的 表达 趋势 与 HMGR. FPS 
基因 相同 ,但 在 盛 花 期 三 个 组 织 部 位 中 的 表达 趋势 却 不 同 ， 盛 花期 至 成 熟 期 鳞茎 DXR 基因 表达 趋势 除 
东阳 产地 外 ， 其 它 产地 均 上 调 ， 这 与 生物 碱 含量 变化 趋势 相反 ， 这 可 能 是 由 于 DXR 基因 在 生物 碱 合 成 
通路 中 所 起 的 作用 并 不 关键 所 致 。 在 本 研究 所 涉及 的 3 个 基因 中 ， 药 用 部 位 成 熟 期 鳞茎 FPS 基因 表达 
量 与 生物 碱 含 量 的 正 相 关 性 要 高 于 HMGR 基因 ， 而 DXR 基因 与 生物 碱 含量 呈 低 度 相关 性 ， 这 可 能 是 
由 于 MVA 途径 是 当 体 类 生物 碱 合 成 的 主要 途径 , 处 于 MVA 途径 的 下 游 FPS 基因 对 生物 碱 合成 的 调控 
能 力 比 上 游 HMGR 基因 强 ， 而 MEP 途径 通过 中 间 产 物 IPP 进入 MVA 途径 中 ,对 生物 碱 合成 的 影响 较 
小 (LAULE O etal., 2003; EVA V etal., 2003; ZHAO etal., 2018) 。 综 上 所 述 ， 本 研究 初步 确定 不 
同 环境 生长 的 浙 贝 母 药 用 成 分 生物 碱 的 积累 受 HMGR、FPS 基因 协同 调控 或 者 修饰 作用 明显 ， 受 DXR 
基因 调控 作用 不 明显 ， 这 为 今后 浙 贝 母 生 物 碱 合成 关键 酶 基因 和 质量 差异 分 析 的 分 子 机制 研 究 莫 定 基 
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